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摘要 :目的 通过 研究 肝癌 中 多 基因 启动 子 区 的 甲 基 化 ,说 明 抑 癌 基 因 甲 基 化 在 肝癌 发 生 的 普遍 性 。 方 法 分 别 抽 提 冻 存 的 肝 
瘤 . 瘤 旁 组 织 和 正常 肝 组 织 的 DNA ,利用 亚 硫 酸 氧 钠 具有 使 未 甲 基 化 的 胞 喀 啶 转 为 尿 喀 啶 而 不 改变 
设计 甲 基 化 引物 和 非 甲 基 化 引物 ,然后 分 别 进行 PCR 反应。 我 们 分 别 检测 了 转移 抑制 基因 mp715, SYK, TIMP-3, E-cadherin, 
R4SS4F7 和 肿瘤 相关 基因 p53, RB7, WT7, p14, p16 启动 子 区 在 60 个 肝癌 、 癌 旁 和 6 个 正常 肝 组 织 的 


基 化 胞 喀 喧 的 特性 分 别 


基 化 情况 。 结 果 60 个 肝 


瘤 标本 中 10 个 基因 的 甲 基 化 情况 各 不 相同 :从 z53 的 8%~90% 的 RASSAF1; 肝 癌 组 织 比 癌 旁 组 织 的 甲 基 化 平均 水 平 高 ,二 者 在 


统计 学 上 有 显著 差异 (P<0.05)。 结 论 肝癌 中 有 多 个 基因 存在 


关键 词 : 肝 细胞 癌 ;基因 ; 甲 基 化 


基 化 , 且 肝 癌 组 织 甲 基 化 水 平 较 癌 旁 组 织 高 。 


Multi gene promotion in hepatocellular carcinoma 


CHEN Yue'’, ZHANG Changsong, GUO Xianling, WEI Lixin’ 


‘People’s hospital of Heyuan, Heyuan 517000, China; “The East liver surgery hospital of Second military medical university, Shanghai 


200433, China 


Abstract: Objective To explain the aberrant methylation of tumor suppressor genes is common hepatocellular carcinoma. 


Methods Extracting cryopreservation of hepatocellular carcinoma, paracancerous tissues and normal liver tissues of DNA, 
using sodium bisulfite has the characteristics of unmethylated cytosine to uracil without changing the methylated cytosine 
methylation primers were designed and the non methylated primers, and then respectively by PCR reaction. We examined the 
metastasis suppressor gene p15, SYK, TIMP-3, E-cadherin, RASSAF1 and tumor related genes p53, RB1, WT1, P14, p16 
promoter methylation status of the promoter region in 60 liver cancer, para cancer and 6 normal liver tissues. Results The 
frequency of promoter methylation of ten genes in 60 HCC varied from 8% in P53 to 90% in p14. The average methylated-gene 
numbers were significantly different between HCC and paired non-tumor tissues (P<0.05). Conclusion There are multiple 
gene methylation in HCC exist, and the level of methylation of liver cancer tissue than in noncancerous tissue high. 
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肝 细 胞 癌 ( HCC, 简称 肝癌 ) 是 全 球 常 见 的 恶性 肿 
瘤 之 一 ,位 居 全 球 恶 性 肿瘤 死因 的 第 3 位 , 且 在 世界 范 
围 内 旦 逐年 上 升 之 势 "。 肝 细胞 癌 的 病因 和 发 病 机 制 
目前 尚 不 十 分 清楚 。HCC 的 病因 复杂 ,可 能 和 病毒 性 
肝炎 (HBV HCV) 肝 硬 化 . 黄 曲 霉 毒素 ,酒精 和 饮用 水 
污染 等 有 关 。 目 前 认为 ,HCC 同 其 它 恶 性 肿瘤 一 样 , 它 
的 形成 是 个 多 因素 ,多 阶段 的 过 程 。 肝 细胞 癌 的 形成 也 
是 由 于 正常 肝 细 胞 在 多 种 致癌 因素 影响 下 , 因 遗 传 ( 基 
因 突 变 、 杂 合 性 缺失 LOH、 基 因 多 态 性 等 ) 和 表 观 遗传 
学 改变 (DNA 甲 基 化 和 染色 质 组 蛋白 的 修饰 等 ) 的 累积 
效应 而 导致 的 ,包括 染色 体 不 稳定 性 \ 癌 基因 表达 激活 、 
抑 癌 基因 沉默 及 DNA 修 复 系统 失 活 等 ”。 表 观 遗 传 指 
在 不 影响 DNA 序 列 的 情况 下 改变 基因 的 表达 ,又 称 为 
“ 表 观 遗传 修饰 "。 表 观 遗 传 修饰 主要 从 以 下 3 个 层面 
参与 基因 的 表达 调控 ,(1)DNA 修饰:DNA 共 价 结合 1 
个 修饰 基 团 ,使 具有 相同 序列 的 等 位 基因 处 于 不 同 的 修 
饰 状态 ;(2) 蛋 白 修饰 :通过 对 特殊 蛋白 修饰 或 改变 蛋白 
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的 构象 实现 对 基因 表达 的 调控 ; (3) 非 编码 RNA 的 调 
控 :RNA 可 通过 某 些 机 制 实现 对 基因 转录 的 调控 以 及 
对 基因 转录 后 的 调控 ,如 RNA 干 扰 (RNAi)"。 在 肿瘤 
细胞 分 化 和 增殖 中 ,基因 突变 .DNA 甲 基 化 紊乱 表达 、 
LOH 缺 失 是 导 和 化 癌 基 因 和 抑 癌 基因 调控 宁 乱 的 主要 原 
,而 DNA 甲 基 化 作为 非常 重要 的 表 观 遗传 机 制 , 均 参 
与 上 述 调 控 过 程 ,在 肿瘤 的 形成 中 发 挥 潜在 作用 "。 

DNA 甲 基 化 常见 于 细菌 .植物 和 哺乳 动物 ,原核 生 
物 可 产生 3 种 甲 基 化 碱 基 :N-6 甲 基 化 腺 味 叭 N-4 甲 基 
化 胞 喀 啶 .C-5 甲 基 化 胞 喀 啶 ;但 在 高 等 真 核 生物 中 仅 发 
现 C-5 甲 基 化 胞 喀 啶 。 在 哺乳 动物 基因 组 中 ,DNA 甲 
基 化 是 指 胞 喀 哇 和 乌 味 叭 (CpG) 二 核 背 酸 中 的 胞 喀 啶 
第 5 位 碳 原子 被 甲 基 化 。 此 过 程 是 在 DNA 甲 基 转 移 酶 
(Dnmts) 的 催化 下 志 ,以 S$- 腺 昔 甲 硫 氨 酸 (SAM) 为 甲 基 
供 体 ,将 甲 基 转移 到 CpG 二 核 苷 酸 中 的 胞 喀 喧 第 5 位 碳 
原子 上 。 哺 乳 动 物 基因 组 有 5%~10% 是 CpG 位 点 ,其 
中 70%~80% 为 甲 基 化 CpG(methCpG)。 

通常 肿瘤 细胞 的 DNA 会 发 生 整 体 低 甲 基 化 和 一 些 
基因 的 启动 子 区 的 CpG 岛 高 甲 基 化 ,尤其 是 一 些 抑 癌 
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基因 。DNA 甲 基 化 在 很 多 种 肿瘤 可 以 作为 恶性 度 活 
生 和 预后 判断 的 非常 有 用 的 指标 ””。 抑 癌 基 因 启 动 子 
区 CpG 岛 的 高 甲 基 化 现象 ,这 些 基 因 包 括 有 细胞 周期 
调控 基因 比如 p15 .p16.p14;DNA 修 复 基因 hMLH1; 细 
胞 黏附 基因 E-cadherin,TIMP-3; 解毒 基 因 GSTP1; 激 
素 受 体 ER 等 ""。 高 甲 基 化 常常 会 抑制 这 些 基 因 的 表 
达 , 会 引起 细胞 周期 素 乱 ,使 细胞 恶性 增殖 ;增强 细胞 的 
侵袭 力 和 恶性 度 ,使 肿瘤 细胞 易于 转移 ,在 肿瘤 发 生发 
展 的 起 始 阶段 发 挥 很 重要 的 作用 。 


到 


1 对 象 和 方法 
1.1 研究 对 象 
本 课题 的 研究 对 象 为 从 2005 年 1~6 月 手术 的 肝癌 


表 1 基因 甲 基 化 和 未 甲 基 化 引物 


病人 ,包括 有 49 个 男性 和 11 个 女性 ,年 龄 33~74 岁 , 平 
均 年 龄 为 54.4 岁 ,所 有 病人 都 通过 H&E 及 免疫 组 化 确 
诊 。48 例 已 经 发 生 肝 硬化 ,56 例 病人 是 乙 型 肝炎 或 者 
丙 型 肝炎 抗原 阳性 的 。 

1.2 方法 

1.2.1 组 织 中 DNA 提 取 ”从 液 氮 中 取出 黄豆 大 小 的 组 
织 碾 碎 , 采 用 经 典 的 酚 毛 仿 异 戊 醇 法 提取 组 织 中 全 基因 
组 DNA ,提取 后 的 基因 组 DNA 用 微量 核酸 定量 仪 测定 
其 浓度 和 纯度 后 -40 保存 备用 。 

1.2.2 引物 设计 根据 表 1 设 计 并 合成 p14.p15、p16\RB 
甲 基 化 和 非 甲 基 化 引物 各 1 对 ,所 有 引物 由 上 海 捷 瑞 工 
程 有 限 公 司 合成 , 表 1。 

1.2.3 甲 基 化 修饰 采用 改进 的 Herman 法 对 DNA 进 行 


基因 引物 序列 (5'-3') 产物 (bp) 参考 文献 
U F* ATTTTGTGGGTTTTGTTTGGTG 140 
SYK R ACTTCCTTAACACACCCAAAC 
M F CGATTTCGCGGGTTTCGTTC 243 
R AAAACGAACGCAACGCGAAAC 
U F TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT 154 
P15 R CCATACAATAACCAAACAACCAA 
M F GCGTTCGTATTTTGCGGTT 148 
R CGTACAATAACCGAACGACCGA 
U F TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT 120 
E-cadherin R ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA 
M F TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC 112 
R CGAATACGATCGAATCGAACCG 
U F TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT 122 
TIMP-3 R CCCCCAAAAACCCCACCTCA [5] 
M F CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC 116 
R CCGAAAACCCCGCCTCG 
U F TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 105 
RASSFIA R CAAACCCCACAAACTAAAAACAA [5] 
M F GTGTTAACGCGTTGCGTATC 93 
R AACCCCGCGAACTAAAAACGA 
U F TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 151 
P16 R CAACCCCAAACCACAACCATAA [5] 
M F TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 150 
R GACCCCGAACCGCGACCGTAA 
U F TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT 247 
P53 R CCAATCCAAAAAAACATATCAC [5] 
M F TTCGGTAGGCGGATTATTTG 193 
R AAATATCCCCGAAACCCAAC 
U F TGGGATTTGGGTGGTATTTG 124 
WT1 R CACCAACACCCACTACACCA [5] 
M F GTTAGGCGTCGTCGAGGTTA 110 
R AAAACGCAAAATCCAACACC 
U F TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 132 
P14 R CACAAAAACCCTCACTCACAACAA [5] 
M F GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 122 
R AAAACCCTCACTCGCGACGA 
U F GGGAGTTTTGTGGATGTGAT 172 
RB1 R ACATCAAAACACACCCCA [5] 
M F GGGAGTTTCGCGGACGTGAC 172 
R ACGTCGAAACACGCCCCG 
M, 甲 基 化 ; U, 未 甲 基 化 . 
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甲 基 化 修饰 。 修 饰 后 的 DNA 室温 干燥 ,并 加 入 双 落 水 
溶解 。-60 %C 保 存 或 直接 进行 扩 增 。MSP 扩 增 条 件 如 
下 :95 C6 min 1 个 循环 ,95 %C 30 s,55 %C 60 s,72 %C 
60 s 40 个 循环 ,最 后 72 % 6 min 1 个 循环 。 
1.2.4 结果 判断 PCR 产物 用 2.0% 琼 脂 糖 电泳 省 化 乙 
锭 染色 检测 ,用 DNA Marker 作 为 标准 ,在 相应 位 置 出 
现 目的 条 带 为 阳性 扩 增 。 
1.3 统计 分 析 

采用 SPSS 19.0 对 数据 进行 统计 分 析 。 均 以 w=0.05 


IT TT El | 
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作为 检验 水 准 ,采用 双 侧 检验 ,P<0.05 为 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
采用 MSP 法 分 别 检测 5 个 肿瘤 转移 抑制 基因 和 5 
个 肿瘤 相关 基因 转移 抑制 基因 p15, SYK, TIMP-3， 
E-cadherin, RASSAF1 和 肿瘤 相关 基因 p53,RB1,WT1， 
p14,p16 启 动 子 区 在 60 个 肝癌 \ 癌 劳 和 6 个 正常 肝 组 织 
的 甲 基 化 情况 。10 种 基因 在 60 例 肝癌 组 织 ,60 例 癌 旁 
组 织 和 6 例 正常 肝 组 织 中 MSP 代 表 性 的 结果 见 图 1。 
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图 1 10 种 基因 MSP 代表 性 的 结果 


人 研究 发 现 这 些 基 因 启 动 子 区 在 肝癌 中 甲 基 化 情况 
各 相同 分 别 是 SYK 43% , TIMP-3 43%， 
45% ,p15 38% ,RASSAF] 88% ,p53 8% ,RB1 25%, WT] 
48%,p14 90% ,p16 530%。 

我 们 发 现 癌 组 织 的 平均 甲 基 化 水 平 明 显 高 于 瘤 旁 

组 织 , 二 者 有 统计 学 差异 (P<0.05, 图 2)。 我 们 认为 在 
肝癌 组 织 中 基因 的 高 甲 基 化 情况 存在 ,而 旦 较 周围 癌 
旁 组 织 的 甲 基 化 的 数目 多 ,因此 我 们 推测 多 基因 甲 基 


E-cadherin 


化 在 肝 硬 化 向 肝癌 的 发 生发 展 过 程 中 发 挥 非常 重要 的 
作用 。 
3 讨论 


出 


在 肝癌 发 生 过 程 中 存在 着 多 种 抑 癌 基因 启动 子 区 


Methylated gene numbers 


Non-HCG HCG 


图 2 甲 基 化 在 肝癌 和 癌 旁 组 
Non-HCG 与 HCG 比较 . *P<0.05. 


织 的 差异 
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CpG 岛 的 高 甲 基 化 现象 ,这 些 基 因 包 括 有 细胞 周期 调控 
基因 比如 p15.p16p14;DNA 修复 基 因 hMLHI ;细胞 黏 
附 基 因 -cadherin, TIMP-3; 解 毒 基 因 GSTP1; 激 素 受 
体 ER 等 。 高 甲 基 化 会 抑制 这 些 基 因 的 表达 ,会 引起 细 
胞 周期 紊乱 ,使 细胞 恶性 增殖 ;增强 细胞 的 侵袭 力 和 恶 
性 度 ,使 肿瘤 细胞 易于 转移 ,在 肝癌 发 生发 展 的 起 始 阶 
段 发 挥 很 重要 的 作用 。 

我 们 检测 了 10 个 肿瘤 相关 基因 的 启动 子 区 的 甲 基 
化 情况 ,启动 子 区 的 甲 基 化 频率 从 p53 的 8% 到 p14 的 
90% ,大 量 研究 提示 肝癌 中 启动 子 区 甲 基 化 是 很 常见 的 
现象 。 肝 癌 中 p53、 p15、p16、 p14、 RASSF1A、SYK、 
TIMP-3、E-cadherin、WT1、RB1 启动 子 区 的 同时 甲 基 
化 可 能 作为 恶性 肿瘤 侵袭 和 进展 很 重要 的 指标 DNA 甲 
基 化 通过 其 特有 的 作用 因子 使 基因 沉默 是 非常 复杂 的 ， 
在 肝癌 的 发 生发 展 中 有 着 非常 重要 的 ,但 目前 关于 
DNA 甲 基 化 在 肝癌 中 如 何 发 生 ,发 生 在 肝癌 的 哪个 阶 
段 ,并 不 清楚 。DNA 甲 基 化 是 引起 肝癌 的 原因 ,还 是 肝 
癌 发 生 中 伴随 有 基因 甲 基 化 的 改变 都 需要 的 我 们 作 深 


入 的 研究 。 
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